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                研究目的
 現在の遺伝子導入法は, ウィルスベクターを用いた方法とカチオニックリポソーム, エ レク ト
 ロポ レー ショ ン法な ど非ウィ ルスベクタ一法に大別さ れ, その特徴に応 じた応用 がすすめ られて
 いる。 しか し, ウィルスベク ターにつ いてはウィルス自体の感染による細胞障害やワイ ル ドタイ
 プの発生の危険性な どの問題が危倶されている。 レー ザー による細胞膜穿孔法で は対照となる細
 胞を顕微鏡下にて, 術者自らその目的とする形質に応じて選ぶという選択性を有 し, ウィルスや
 リボソームなど特殊なベクターを用いずに遺伝子導入が可能である。 更に手技が容易で出力のコ
 ントロールによって細胞障害を少なく する事が可能であ り, エレク トロポ レーショ ン法やダイ レ
 ク トインジェクショ ン法にはな い特性をもっている。 今回我々 は2種類の レーザー照射装置を用
 いて遺伝子導入装置の作成ならびに方法の確立をめざし適正な照射, さらに付着および浮遊細胞
 に対 して遺伝子導入を行い, その発現効率について検討した。
                研究方法
 パルス レーザー (Nd:YAG Laser, 波長 355nm), トラッピングレーザー (Nd:YAG Laser,
 波長 1015nm, 持続照射), 倒立顕微鏡ならびにパルスジェネレーターを用いて, レーザーによ
 る細胞膜穿孔と細胞捕捉が可能な遺伝子導入装置を作成 し, 実際のパルス レーザーによる細胞膜
 の変化を観察し, 適切な レーザー出力について検討した。 付着細胞である HuH-7, NIH/3T3 を
 ガラスボトムディッシュに付着させ, Enhanced Green Fluorescent pro七ein 発現遺伝子を含む
 メ ディ ウムを注入 した。 この状態で個々 の細胞に対 してパルス レー ザー を照射 し細胞膜を穿孔さ
 せ遺伝子導入を行い, 24 時間以降の EGFP 発現を検討'した。 また, 遺伝子濃度を 0.0 から 40.0
 μg/m1 まで変化させ遺伝子発現頻度との関係について検討した。 浮遊細胞の SP2 はネオマイシ
 ン耐性遺伝を含むメ ディ ウムに浮遊させた状態でガラスボトムディッシュに注入 し, トラッ ビン
 グレーザーで捕捉, 固定 した状態にてパルス レーザーを照射 し細胞膜穿孔による遺伝子導入をは
 かった。 この後ネオマイシン 250μg/m1 でセ レク ショ ンを行い, 導入2週間後の耐性細胞の増
 殖について検討した。
                研究結果
 パルスレーザー, トラッピングレーザーを組み合わせ遺伝子導入装置を作成した。 この装置に
 よって付着, 浮遊細胞に関わらず, 細胞障害を生じさせることなく細胞膜穿孔が可能となった。
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 細胞膜穿孔は約 2μmの暗点と して観察され, 瞬間的に消失した。 パルス レーザーの適正出力は
 0.91 から L10μ」/shot であった。 浮遊細胞はトラッ ビングレーザーの固定がない場合は適切な
 パルス レーザー照射が困難であった。 付着細胞の HuH-7, NIH/3T3 に対 してパルス レーザーに
 よる遺伝子導入後 (EGFP 発現遺伝子濃度 20μg/ml) EGFPの発現が観察され, 24 時間後の遺
 伝子発現率は約 10%であった。 遺伝子は含むがパルス レーザーを照射しない群では遺伝子発現
 は観察されなかった。 発現した細胞の培養を2 ケ月以上継続することにより EGFP 発現 HuH-7
 細胞株がえられた。 遺伝子濃度では 10.0μg/ml 以上にて約 10%の遺伝子発現率が得られたが
 20.0μg/m1 以上では発現率は上昇 しなかった。 浮遊細胞の SP2 についてはメ ディウムにネオマ
 イシン耐性遺伝子を含みパルス レーザーを照射 した グルー プのみセ レク ショ ンメ ディウムの中で
 細胞増殖が認められた。
                 結論
 トラッピングレーザーを併用 した顕微鏡下パルス レーザー照射システムを作成 し, 選択的遺伝
 子導入法を確立した。 適切な出力を検討し, 細胞障害を生じさせることなく細胞膜穿孔を可能と
 した。 EGFP 発現遺伝子を用いた発現効率は約 10%で EGFP 発現 HuH-7 細胞株が得られた。 浮
 遊細胞に対 してもトラッ ビングレーザーによる細胞固定を併用することによって遺伝子導入が可
 能であった。
               研究の意義・独創的な点
 当方法は対象細胞の選択性を有 し, ウィルスなどの特殊なベクターを必要と しない新しい遺伝
 子導入法であ る。 EGFP 発現遺伝子を用いて一過性発現およ び細胞株化を検討 した点は レーザー
 を用いた遺伝子導入法と してこれまで他に報告をみない。 またパルス レーザーと トラッ ビングレー
 ザーを組み合わせて付着細胞のみな らず, 浮遊細胞をも対象としたのは今回の報告がはじめてで
 あり, これからの臨床応用 (ガン細胞に対する遺伝子治療や骨髄細胞への ex vivo での薬剤耐性
 遺伝子導入などの遺伝子操作) や基礎医学における応用 (ES 細胞などの分化による形態が変化
 する細胞 に対する選択的遺伝子導入) が期待され る。
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 審査結果の要旨
 現在, 分子生物学, 特に遺伝子工学の分野の発展は急速にて遺伝子診断や遺伝子治療など臨床
 医学においても応用され, これからも期待される分野である。 遺伝子導入法と しては様々な方法
 が開発され, それぞれの特徴に応じて用いられている。 現在のところ選択的遺伝子導入法として
 はダイ レク トイ ンジェク ショ ン法があるが付着細胞のみを対象と しており対象細胞が限定されて
 しまう。 本論文はレーザーを用いて付着・浮遊な ど細胞の形態に関わりなく選択的な細胞膜穿孔
 法による遺伝子導入法の開発を目指 した ものであ る。 レーザーを用いるという 独自の発想か ら遺
 伝子導入装置を開発し, その細胞に与える影響や至適条件を検討し, さらに実際に付着・浮遊両
 細胞に対 して遺伝子導入をはか り, その導入を検証 し, 遺伝子導入法と しての実用性を明らかに
 した。 これは高く評価されるところセある。
 本論文ではレーザーの特性を考慮 しパルスレーザー, トラッピングレーザー, 倒立顕微鏡なら
 びにパルスジェネレーターを用いて, レーザーによる細胞膜穿孔と細胞捕捉が可能な遺伝子導入
 装置を作成 し, 細胞障害を生じさせることない細胞膜穿孔を可能とした。 さらに細胞膜穿孔と細
 胞変化を観察 し, 適切なレーザーの出力が約 1.0μ」/shot であることを明らかにした。 また, こ
 の装置をもとに Enhanced Green Fluorescent protein 発現遺伝子を付着細胞に導入し, その遺
 伝子発現を証明 し, 至適遺伝子濃度と遺伝子導入率を明らかにした。 2種類のレーザーの併用に
 よって浮遊細胞に対 してもネオマイシン耐性遺伝子の導入を行い, その発現を検証 し, 遺伝子導
 入が可能であることを証明 した。 以上のことから非常に独創的な レーザーを用いた遺伝子導入法
 を開発 し, その特性や遺伝子導入法と しての有効性について検証 しており研究として意義深い。
 この方法は対象細胞の選択性を有 し, ウイルスなどの特殊なベクターを必要と しない新しい遺
 伝子導入法である。 EGFP 発現遺伝子を用いて一過性発現および細胞株化を検討 した点はレー
 ザーを用 いた遺伝子導入法と してこれま で他に報告をみな い。 またパルス レーザーと トラッ ビン
 グレーザーを組み合わせて付着細胞のみな らず, 浮遊細胞をも対象としたのは今回の報告がはじ
 めてであ り, ガン細胞に対する遺伝子治療などこれからの臨床応用や, ES 細胞などの分化度の
 ちがいによる選択的遺伝子導入な ど基礎医学における応用が期待される。 以上を鑑み, 本論文は
 独創性を持ち, さらに臨床医学, 基礎医学へ期待が大きいと考えられ, 学位授与に値するもので
 あ る。
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